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要 旨'
分化 中の樹木木部細胞に原形質分離処 理お よび 凍結乾燥法 を適用 して,形 成段階 の細胞膜 の内
表面 を 電子顕微鏡で 観察す る方法 を試みた。 樹幹 よ り分化帯 を 含む木材 ブ ロックを 切 り出 し,
0.8Mの ショ糖 の高張液で 原形質分離 をお こさせた。 っいでそれ より凍結 切片を得,凍 結乾燥 し
てカーボンー段 レプ リカを 作製 した。 この方法 を 分化 中の アカマ ッ仮道管 の観察 に 適用 した結
果,細 胞内容物 の付着 のない,ま た乾燥 に伴 う アーテ ィファク トの少 ない仮道管膜 内表面 の レプ
リカ像 を得 ることがで きた。 したが って この方法 は細胞膜 の形成過程 を追跡す ることによって木
材細胞の膜層構造 を研 究す る上 に有用 であ る。
1.は じ め に
木材細胞膜 の構造 とくに膜層構成,ミ クロフィブ リルの 配 向にっいては,電 子顕微鏡 に種々 の
試料作製 テ クニ ックを利用 して多 くの知見 が得 られて きた。 それ らの知見か らみて も木材細胞 膜
はきわめて複 雑な構造 であ り,と くに二 次膜 に特徴 的な交差構造,移 行構造 な どの観察 は 一般 に
は困難であ った。最近 一っの仮 道管膜上 にさまざまの ラメラを露 出させ,そ れを レプ リカ観 察す
るとい うテ クニ ックが 開発された1)が,こ の研究 を も含 め,い ままでの膜構造 に関す る研究はお
もに成熟 した細胞 について行 なわれた もので あった。
木材細 胞膜 は樹木 の形成層で細胞が分裂 したのちP,S1,Sz,53が 順次形成 されて完成する。 し
たが ってその ような膜 形成 過程を細胞膜 の内表面 に つ いて追跡 してゆ けば,種 々の形成段階にあ
る細胞膜 を とらえる ことが 可能で ある と思わ れる。 また これに関連 したWARDRoPとHARADA2)
の実験結果 は興味深 い。す なわちEucalyptusregnans,Pinesradiataな どの幼樹 に14CO2を 与x,
その後解離 した仮道管や木繊維 をオ ー トラジオグラフィーお よび 偏光顕微鏡で しらべ た。 その結
果 二次膜 ではS,,SZの 肥厚は 一個の細胞 の中央付 近で 始ま り,細 胞の先端 の方向へ 順次進 んで
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ゆ くことがわか った とい うものであ る。 この研 究結果 は一つ の分化中 の細胞の膜上 に配 向の異 な
る ミクロフィブ リルよ りなる ラメ ラを順次追跡す る可能性 を示唆す るものであ る。
しか しなが ら形成段 階にある細胞膜 の内表面 を,電 子顕微鏡に より レプ リカ観 察す るにはい く
っか の障害 がある。一 つは分化 中の細胞 には細胞内容物が存 在 し,こ れが 新生 された細胞膜上 に
付着 して膜層観 察を困難 にす る ことで ある。他 の一っ は レプ リカ観 察にはサ ンプルを乾燥 させ る
必 要があるが,形 成段階 の細胞膜 は木化度が低 いか ら,通 常の乾燥方法 では 試 片がカール した り
コラップスを起 して細胞膜 に変形 を生 じやすい とい うことである。
この報告 は,こ のよ うな二つ の障害 を で きるだけ少 な くす るために,高 張液浸漬処理 と凍結乾
燥 法を適用 して分化 中の細胞 の細胞膜内表面 の観察 を試 みた ものである。
この研究 の実施上,試 料 を提供 していただいた 京都大学農学部付属演習林 の方 々に,ま た実験
方法 にっいて適切 な助言 と示唆 を与え られ 元同農学部林産工学科助手谷 口諜 氏(現 在 三菱油化株
式会社樹脂研究所勤務),さ らに研究全般 にわた り援助 を与 え られた 木材構造学研究室 の各位に深
く感謝致 します。 なお・この報 告の一部 は第20回 日本 木材 学会大会(昭 和45年9月 ・東京)に お・
い て口頭発表 した。
2.材 料 と 方 法
1.材 料
アカマ ッ(PinusdensiJtoraSIEB.etZucc.)京 都大学農学部 付属演習林 上賀茂試験地植裁。 約40
年 生。
立木 の胸 高部位よ り 分化活動 中の5月 ～7月 にか け分化帯 をふ くむ 約1×1×1.5cmの 木材 ブ
Rッ クを切 り出 した。
2.方 法
原 形質分離 を生 じさせ る目的で木材 ブ ロックを採取後 直ちに0.8Mの ショ糖 の高 張液 に浸漬 し
2日 間冷所 に置 いた のち,ド ライアイス ・エタノール中に入 れて 瞬間凍結 し供試 まで凍結保存 し
た。 ドライアイス上で この凍結ブ ロ ックよ り小 さい ブ ロックを トリミング し,フ リーザ ーの付 い
た 凍結 ミクロ トームで約30～40μ 厚 の柾 目切片を作製 した。 この柾 目切片 を水 中で 軽 く洗 った の
ち ス ライ ドグラス上 に再 び凍結付着せ しめ,そ のまま 凍結乾燥装置(ド ライアイス ・エタノール
使用)中 で乾燥 した。 乾燥 した切 片は シリカゲルの入 った容器中で レプ リカ作製まで保存 した。
この柾 目切片か ら,一 段 レプ リカ(Pt・Pdシ ヤ ドウィ ング とカーボン蒸着)を っ くって 電子顕
微鏡 で観察 した。なお木材切片を溶解 す る際の裏打 ちには,COTES)ら,TsouMls4)に準 じポ リス
チ レンを用 いた。
3.結 果 お よ び 考 察
1.原 形質分離処理 について
Fig.1,2は ともに形成段階 にある アカマ ッ仮 道管膜 の 内表面 を示 し,53を 形成 中の ものであ
る。Fig,1は 試料に原 形質分離処理 を 施 さず立木 よ り切 り出 した のち 直ち に凍結 し,切 片作 製後
水 洗,凍 結乾燥 して レプ リカを得,観 察 した もので ある。一方Fig.2は この実験方法 に したがい
試 料 を作製 し観察 した ものであ る。F三g.1に おいては細胞 内容物が仮道管膜 の大部分 をおおい,膜
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の ミクロフ ィブ リル構 造は 内容物 のす き間か らその一部 が観察で きるにす ぎない。 しか しFig.2
に しめす ように 原形質分離処理 を した 試片では,細 胞内容物 の 仮道管膜へ の付着 は ほ とん ど無
く,形 成 途上の仮 道管膜 のフ ィブ リル構造 を 明瞭 に とらえる ことがで きる。原形質分離処理 をお
こなわな くて も切 片作製後 十分水洗す ればある程度 の 細胞内容物 は流失す るが,同 時に ミクロフ
ィブ リルの配 向が乱 れる恐 れがあ り,膜 層観察 には適 しない。
立木 よ り試料 を切 り出 したのちそのまま凍結 したブ ロ ックと,0.8Mの 高張液 で処理 したブ ロ
ックとか らそれぞれ小 片を とり,こ れをKMnO4で 固定一染 色 しエポ キシ樹脂に包 埋 したのち,
その超薄切片 を電子顕微鏡で観察 した ものをFig.3に 掲げ る。(a)は 原形質分離処理 を しなか った
もの,(b)は 処理 した もので ある。分化 中の仮道管であ るか ら,生 育時に は 仮道管膜 に沿 って原 形
質が存在 して いる。(a)で は原形質が仮道管膜 に沿 って 付着 してい るが,(b)で は仮道 管膜 よ り剥離
しているのが しめ されている。 これよ り明 らか なように この濃度 の高張液処理に よ り,原 形 質が
細胞膜 よ り分離 しているこ とが わか る。
高 張液 の濃度 を0.8Mと した ことに関 しては 明確 な 根拠 はないが,シ ョ糖0.8Mの 水溶液 の
浸透圧 は20.91気 圧で あ り,一 方 高等植物 の 細胞 内部 の浸透圧 は10気 圧付近の値 を とる とされ
ている。 そこで余裕 を見込んで適宜定めた もので あるが,Fig.2,3ま た以 下の写真 に しめす よう
に,こ の濃度 の高張液で原形質分離 をお こさせる効果 は ト分で ある。
2.凍 結乾燥について
パル プなどの表 面を レプ リカ観察す る際,試 料 を風乾で調整す る と,繊 維表面 に大 きな しわ,
収縮 が生 じる ことはよ く知 られている。 木材 にお・いて も木化度 の低い未成熟細胞 よ りなる分化帯
を含む切片は,著 しい収縮 に よって しわや コラップスを生 じて しまう。 このような収縮は,細 胞
膜 の ミセル間隙に存在す る水 が蒸 散す る と,そ の間隙 を埋 めるように ミセル相互が近づ きそのた
めに生 じるとされてい る5)。 凍結 乾燥 は,こ の ミセル 間隙 の水 を そのまま小 さな結晶 と して氷結
させ,こ の小 さい氷 の結晶 を昇華せ しめ水 の存在 した状態 のま ま乾燥 させ るとい うものである。
この凍結乾燥 に より分化 中の未成熟細胞 を 含む 切片 を乾燥 させ,以 下 の観察例に しめす ように
コラップス ・しわのほ とん ど無 い供試片 を 得 ることがで きる。 しか し凍結乾燥中の実験条件 に も
よるが,仮 道管膜 内表面 の ミク ロフィブ リル は水 の存在 していた生 の状 態 そのままで保持 されて
いる とはいい きれない。 これは,凍 結乾燥法 といえ ど も急速に 凍結せ しめ ない と大 きな氷粒 を生
じた り,ま た試料 にある程度 の収縮亀裂が 生 じる場合が あるとされてい る6)こ とに通 じる。例 え
ばFig.2,6で,仮 道管膜 内表面上の新生 された ミク ロフ ィブ リルはい くっか 集合 してbundle状
と して観察 される。 そ こで このような乾燥 に伴 うアーテ ィフア ク トをよ り少 な くとどめ ようとす
るな ら,NORB£RG7)が 指摘 している ように 蒸着装 置中に組み入れた台上で 切 片表面 だけ氷 を昇
華 させ,直 接 レプ リカ膜 を作製す る方法が 適当であ るか も しれない。 しか しなが ら,内 表面上 の
ミク ロフィブ リルがい くつか集合 して も,そ れはその ミクロフ ィブ リルの配 向に 沿 って並 ぶ こと
に変 りはない。 このようなアーティフ ァク トに伴 う現 象は 少 なければそれだけ よいが,こ の研 究
の主 目的 は膜層構造の解明 にあるので,こ こに用いた方法で十分で ある と思われ る。.
3.2・3の 観察例
Fig.4は 形成 のご く若い段階,仮 道管が 軸方向,半 径方 向に伸長 している際 の 仮道管膜内 表面
であ る。 ミクロフ ィブ リルは ランダ ムであ るが 比較的軸方向に 並んでい る。Fig.5はFig.4に
しめ した仮道管 よりさ らに 形成段 階のすす んだ仮道管膜 の内表面で ある。 この段階では,仮 道管
は最終的 な長 さ と径 とに達 してい る。 ミクロフィブ リルはFig.4と 同様 ラ ンダムで あるが,細 胞
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軸 に 直 角 方 向 に 波 状 を 描 い て 並 ん で い る。 こ のFig.4,5はWARDRoPとHARADAZ)に よ り指 摘
さ れ た 一 次 膜 に 訟 け るoutersurfaceとinnersurfaceにそ れ ぞ れ 相 当 す る と思 わ れ る 。
S1の 構 造 に っ い て は 横 巻 き構 造 を と る と い う 考 え 方8),あ る い は ラ メ ラ が 交 差 し て い る と い
う考 え 方9)と い ろ い ろ 言 わ れ て い る が 判 然 と して い な い 。 こ れ は 従 来 の 観 察 方 法 で は そ の よ う な
S1の 構 造 を 一 般 的 に 現 わ す こ とが 困 難 で あ る た め と 思 わ れ る。 そ こ で こ の 実 験 の 観 察 で はFig.6
の よ う に 新 し く形 成 さ れ た ラ メ ラ は,そ れ ま で 形 成 ・堆 積 した ラ メ ラ と 配 向 が 交 差 し て い る の が
み ら れ る。 な お こ の 新 し く形 成 さ れ た ラ メ ラ の ミ ク ロ フ ィ ブ リル の 間 隔 が 比 較 的 広 く あ い て い
る 。 こ れ はLARSONIO)に よ り推 定 さ れ て い る よ う にslで は 膜 形 成 の 速 度 が 速 く,た め に 堆 積 し
た ミ ク ロ フ ィ ブ リル のPackingも 比 較 的 ゆ る や か で,そ の 聞 隔 も広 い と い う こ と に 起 因 す る と 思
わ れ る。
こ の よ う に,い ま ま で の 成 熟 細 胞 の レ プ リ カ 観 察 で は と らえ る こ と の 困 難 で あ っ た 膜 層 を,こ
の 方 法 を 利 用 して 容 易 に 観 察 す る こ とが で き る 。 した が っ て 形 成 途 上 の 木 材 細 胞 膜 の 内 表 面 を 形
成 段 階 に し た が い 追 跡 観 察 す る こ の 方 法 は,膜 層 構 成 研 究 の 有 力 な 手 段 で あ る と思 わ れ る 。









5)梶 田茂 編:木 材工 学,its-izo,(1961)












 A preparation method for electron microscopic studies of the inner surface of the cell wall 
in the differentiating cell is described. Two treatments are performed in the preparation 
of the material for replication: 1. the removal of the cytoplasm by plasmolysis and 2. the 
application of a freeze-drying method to aid the preservation of the newly formed wall in 
native condition. 
 The block containing the xylem differentiating zone is first taken from the tree and then 
immersed in the high pertonic agent of saccharose of a concentration of 0.8  Mo1/1. The 
radial longitudinal sections for replication are sliced from that block in frozen condition and 
freeze-dried after rinsing in the distilled water. 
 Through the application of this method to the differentiating xylem of Pinus  densiflora S.
                                                                                307• 
et. Z., it is possible to detect the innermost surface of the tracheid wall which is detached 
from the cytoplasm and  free of the artificial modifications induced by drying (Figs. 2, 4, 5 
and 6). This method makes it useful to  observe the organization of the wood cell wall in 
the process of its  formation.
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